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 わが国の食物アレルギー有病率は，乳児で約 5~10%，幼児で約 5%，学童期














の総需給量は 571 万トン(平成 27 年)に及ぶと報告されている．そのうち，およ




栽培品種は農林 61 号である． 














喘息では α-グリアジン 8)，WDEIA では ω-5 グリアジン，HMW-GS が主要アレ
ルゲンとされている 8)．しかし，小麦は，品種間でタンパク質成分の構成の割

































って低減化したアレルゲン・タンパク質について HPLC と LC-MS/MS を用いて
 3 
分析した． 








いる 8)~11)．多くの報告から，即時型アレルギーでは塩可溶性画分 8),9)，ω-5 グリ
アジン 10),11)，低分子量グルテニンサブユニット(LMW-GS)12),13)といった複数の
タンパク質が主要アレルゲンとして挙げられている．また，パン職人喘息では




















 平成 17～19 年度，T 病院外来のアレルギー患者(小麦 RAST 2～3，1 歳～15






農林 61 号全粒粉からの粗タンパク質の抽出は Chen ら 15)の方法に従った(図


















1 男 1 歳 1 ヶ月 2 56.4 
2 女 1 歳 7 ヶ月 2 566.0 
3 男 5 歳 2 ヶ月 2 1987.2 
4 女 5 歳 6 ヶ月 2 400.7 
5 男 15 歳 1 ヶ月 2 1126.7 
6 女 3 歳 2 ヶ月 2 141.9 
7 男 1 歳 2 307.9 
8 男 7 歳 2 322.1 
9 女 1 歳 2 92.8 
10 女 5 歳 2 332.7 
11 男 4 歳 2 102.7 
12 女 11 ヶ月 3 1015.9 
13 男 2 歳 2 246.9 
14 女 4 歳 2 992.1 
15 男 3 歳 2 3581.7 
 
 
1.2.4 分画部の SDS-PAGE 
表 1-1 小麦アレルギー患者 
 5 
SDS-PAGE は Laemmli17)の方法に従って，15%アクリルアミドを分離ゲルと
して用いた．試料には，農林 61 号と市販薄力粉の F1 画分，F2 画分，F3 画分，
および標準グリアジン，さらに強力粉ダーク・ノーザン・スプリング(DNS)の
F3 画分をそれぞれ 1mg / mL・6mol/L 尿素に調製し 15μL をゲルにアプライさ
せ泳動した後，0.25 % クーマシーブリリアントブルーR250(CBB-250)，または
銀染色(MS キット，和光純薬工業株式会社)にて染色した．分子量マーカーは，





























1.2.5 Western Blotting 及び患者血清による膜酵素免疫反応 
農林 61 号全粒粉  
 0.5 mol/L NaCl 撹拌抽出 
 
遠心分離（9,000×g, 15 分, 4℃） 
沈澱 
 
70%エタノール 2 時間抽出 4℃ 
 




蒸留水 1 時間撹拌 洗浄 
 










Fraction 1 (F1 画分) 
(水溶性画分) 
Fraction 2 (F2 画分) 
(塩溶性画分) 
Fraction 3 (F3 画分) 
(エタノール可溶性画分) 
蒸留水 1 時間撹拌 洗浄 
  
遠心分離（9,000×g, 15 分, 4℃） 
上清 
図 1-1 小麦農林 61 号全粒粉からタンパク質画分の分離 
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Western Blotting は Towbin ら 18)の方法に従った．1.2.4 に従って農林 61 号の
F1 画分～F3 画分，標準グリアジン，DNS の F3 画分に SDS-PAGE を行った後， 
ニトロセルロース膜(PROTRAN BA85，Whatman)に転写した．次に，転写膜を
TBS(0.15 mol/L 食塩を含む pH7.5，50 mmol/L トリス緩衝液)で洗浄後，3%スキ
ムミルクでブロッキングし，さらに 0.05%Tween20を含むTBS(TBS-T)で洗浄後，
0.15 mol/L 食塩を含む 10mmol/L リン酸緩衝液(PBS，pH7.2)で 5 倍に希釈した
患者血清(一次抗体，表 1-1)と室温で一晩反応した．一次抗体反応終了後，TBS-T






 主要アレルゲン画分を 2D-PAGE によって分離した．一次元電気泳動には，
Immobiline Dry Strip(pH3-10，NL，13cm，GE healthcare)を用い，膨潤バッファ
ー(8 mol/L 尿素，2% CHAPS，0.5% IPG Buffer(GE healthcare)，20 mmol/L ジチオ
レイトール，0.002%BPB)にアレルゲン画分（タンパク質量 100µg）を混合させ，
室温にて Drystrip に一晩膨潤させた．その後，MULTI PHOR Ⅱ Electrophoresis 
Unit(LKB BROMMA)を用いて等電点電気泳動を行った．終了後の DryStrip は， 
平衡化バッファー(50 mmol/L トリス-塩酸緩衝液(pH 8.8)，6 mol/L 尿素，30% グ
リセロール，2% SDS，0.002%BPB)で 30分間浸した後に， 二次元目の SDS-PAGE
に供した．ゲルは 12.5%均一ゲルを調製し，30mA/ゲルの定電流で泳動を行っ
た．泳動後のゲルは， 銀染色と膜転写後に IgE 膜免疫反応させ，タンパク質
スポットとアレルゲンスポットを確認した．膜免疫反応は，一次抗体として表
1-1 の No.8,12,13 の患者プール血清を 10 倍に 0.15 mol/L 食塩を含む 10 mmol/L
リン酸緩衝液(PBS，pH7.2)で希釈して IgE 免疫反応を行った． 
 
1.2.7 アレルゲンの同定解析 
 SDS-PAGE および 2D-PAGE によって検出した主要アレルゲン・タンパク質
を LC-MS/MSで同定分析した．MSはQ-Exactive (Thermo Fisher Sientific)を用い，
UPLC は Ultimate 300 Nano LC system (Thermo Fisher Sientific)，Column は
ESI-column(0.100×50 mm，Nillyo Technos)を用いた．0.1%ギ酸を Solvent A，0.1%
ギ酸を含むアセトニトリルを Solvent B とし，流速は 500nL/ min とした．デー
タベース検索は，検索ソフトに Mascot Distiller v2.4，Mascot Server v2.3(Matrix 






農林 61号全粒粉 100gから得られた固体量は，F1画分は 0.74g，F2画分は 0.72g，
F3画分は 2.33gであった．SDS-PAGEでは，F1画分では複数バンドのうち，15kDa，
60kDa 付近にメインバンドが認められた．F2 画分も同様に複数バンドが認めら
れ， 14kDa，18kDa，35kDa，51kDa 付近にメインバンドが存在した．F3 画分
は 43kDa〜60kDa の範囲に 5 バンドが検出され，32kDa〜39kDa に幅広いバンド
が認められた(図 1-2)．一方，対象の市販小麦粉の F1 画分，F2 画分では，農林
61 号の F1 画分，F2 画分に近似していたが，F3 画分では 60kDa より高分子側
にもバンドを確認した(図 1-2B)．また，標準グリアジンにおいても，60kDa よ
り高分子側に複数のバンド(図 1-2C)が確認された． 































M F1 F2 F3 F1 F2 F3 glia 
A B C 
図 1-2 SDS-PAGE(CBB 染色) 
A:農林 61 号, B:市販小麦粉, C:標準グリアジン 
M :分子量マーカー, F1 :水溶性画分, F2 : 塩溶性画分, 
F3 : 70%エタノール可溶性画分 




























F1 画分～F3 画分のアレルゲン性は，13 名の小麦アレルギー患者血清による
IgE 結合能で検討した． 
F1 画分タンパク質に対しては No.1，No.12，No.13 の 3 名が陽性反応を示し，
F2 画分タンパク質に対しては No.12 の 1 名のみが陽性反応を示した．しかし，
F3画分タンパク質に対しては 13名全員の血清に対する陽性反応が認められた．
特に 39kDa は全員，次いで 32kDa は 11 名に，43kDa は 10 名に陽性バンドが確
認された(図 1-4A，B，C)． 
次に標準グリアジンについては，No.12 と No.13 の 2 名の患者血清に対する









M A B 
図 1-3 SDS-PAGE(CBB 染色) 
M :分子量マーカー, A:農林 61 号-F3 画分, B:DNS-F3 画分,  
各 15 µg/lane 
 9 
また，DNS の F3 画分タンパク質については，No.14 と No.15 の 2 名の患者血
清を用いて膜免疫反応を行った結果，両名において 30kDa 台と 40kDa に陽性反



























































































































































































































































































































































































































1.3.3 LC-MS/MS による F3 画分と標準グリアジンの IgE 陽性バンドの同定 
IgE 陽性反応が強く認められた F3 画分のバンドおよび標準グリアジンの IgE
陽性高分子バンドのタンパク質について，LC-MS/MS 分析によりバンド内の含
有比も含めてタンパク質同定をした(図 1-6)．その結果，F3 画分では，1，4 は
低分子量グルテニンサブユニット(LMW-GS)と α/β-グリアジン，2，3 は LMW-GS，
5 は α-グリアジン，γ-グリアジンと LMW-GS，6 は α/β グリアジン，γ-グリアジ











図 1-5 患者血清よる農林 61 号-F3 画分と DNS-F3 画分の IgE 膜免疫反応 





















sample Band No. protein name % 
農林 61 号-F3 画分 1 Low molecular weight glutenin subunit 50 
  
Alpha-/beta-gliadin storage protein 50 
 
2 Low molecular weight glutenin subunit 100 
 
3 Low molecular weight glutenin subunit 100 
 
4 Low molecular weight glutenin subunit 94 
  
Alpha-/beta-gliadin storage protein 6 
 




Low molecular weight glutenin subunit 16 
 




Low molecular weight glutenin subunit 35 
 
7 Gamma-gliadin 100 
    標準グリアジン 1 High molecular weight glutenin subunit 100 
 
2 High molecular weight glutenin subunit 100 
















図 1-6 SDS-PAGE による LC-MS/MS 対象バンドの分離(銀染色) 
各 7.5 µg/lane で SDS-PAGE を行い，銀染色 MS キット(和光)に従って銀染色を
行った．M：分子量マーカー, 1 ～ 7：LC-MS/MS 解析対象 Band 
表 1-2  LC-MS/MS による F3 画分・標準グリアジン Band(SDS-PAGE) の同定 
 12 
 
3 High molecular weight glutenin subunit 100 
1.3.4 2D-PAGE による主要アレルゲン・タンパク質の同定 
最もアレルゲン性の高かった F3 画分について 2D-PAGE を行い，更に膜免疫
反応(血清プール)を行った．染色によって分子量 32〜45kDa，等電点 6.6〜7.3
の範囲にタンパク質スポットが認められた．これらのスポットのうち血清プー
ルに対する IgE 陽性反応と明らかに共通するスポットは，7 スポットで(図 1-7 A，
B)，7 スポットのタンパク質同定を行った．その結果，スポット 2 は LMW-GS，
スポット 1，3，7 は γ-グリアジン，スポット 4，6 は α-グリアジン，スポット 5




















spot M.W. pI protein name Accession Number 
1 44.3 6.94 Gamma-gliadin 5  M9TK56_WHEAT 
2 43.7 7.08 Low-molecular-weight glutenin subunit  Q1ZZT4_WHEAT 
3 39.0 7.26 Gamma-gliadin (Fragment)  B6DQB2_WHEAT 
4 37.2 6.75 Alpha-gliadin  R9XV30_WHEAT 
5 37.7 6.86 Alpha/beta-gliadin I0IT55_WHEAT 
















図 1-7 F3 画分の二次元電気泳動(2D-PAGE) 
A：銀染色，B：IgE 膜免疫反応，1～5：A, B 共通のタンパク質スポット 
 





ており 19),20)，全ての画分にアレルゲン性が存在することが報告されている 8)． 
 また，即時型小麦アレルギーの主要アレルゲンとして，水/塩溶性画分および，
ω-5 グリアジン，LMW-GS が挙げられている 20)．しかし，小麦は品種ごとにタ
ンパク質成分の構成に違いがあるため 21)，含有するタンパク質やアレルゲン・
タンパク質も異なっていることも考えられる． 




ため F1 画分～F3 画分を小麦タンパク質試料とした． 
農林 61 号は中力粉に適する小麦であり，小麦粒総重量の約 11%がタンパク
質である．その内訳として水溶性タンパク質が約 11%，塩可溶性タンパク質が
約 3.4%，アルコール可溶性タンパク質が約 33%，残りを不溶性画分が占めると
いわれている 22)．従って，農林 61 号全粒粉 100g から得られた各画分の乾燥固
体量は，F1 画分は 0.74g，F2 画分は 0.72g，F3 画分は 2.33g で，その回収量か
ら，F1 画分は 61.2%，F2 画分は 218.2%，F3 画分は 64.2%と高い回収率を示し
た． 
Palosuo や Chen らは 23),24)，エタノール可溶性画分の 66kDa 以上の高分子量領
域に ω-5 グリアジンを含む主要アレルゲンを検出したと報告している 25)．しか
し，農林 61 号全粒粉の F3 画分には，60kDa より高分子側のタンパク質バンド
が検出されなかった(図 1-2)．一方，標準グリアジンには，F3 画分の 60kDa よ
りも高分子側にタンパク質バンドが認められた．パン用小麦として利用されて
いる DNS にも 60kDa より高分子側にタンパク質バンドが確認された(図 1-3)．
従って，農林 61 号のエタノール可溶性画分には，60kDa 以上の高分子タンパク
質が含まれないことが明らかになった． 
次に，13名の小麦アレルギー患者血清による IgE膜酵素免疫反応においては，
F1 画分のタンパク質に対して No.1，No.12，No.13 の 3 名が IgE 陽性反応を示
し，また，F2 画分のタンパク質に対しては No12 のみが陽性反応を示した．一
方で，F3 画分のタンパク質には 13 名全員の血清に明らかな陽性反応が認めら
れた．特に 32~39kDa 及び 43kDa には，強い陽性反応が認められた(図 1-4)． 
小麦タンパク質の水/塩溶性画分における主要アレルゲンは，14.4kDa の α‐
アミラーゼインヒビターであるとも報告されている 26)．しかしながら，農林 61
7 34.5 7.26 Gamma-gliadin B6UKM8_WHEAT 
 14 
号の F1 画分，F2 画分ともに 14.4kDa 付近のバンドには陽性反応を示さず，そ
れ以上に F3 画分に対する陽性反応が顕著であった．このことより，農林 61 号
においては F3 画分が最も優位なアレルゲン画分であると考えられた． 
また，SDS-PAGE の結果から，農林 61 号 F3 画分のタンパク質バンド数は市
販小麦粉や DNS に比較して少ないことが認められた．また，標準グリアジンの
97kDaバンド(図1-4)およびDNSの 66kDaより高分子側のバンド(図 1-5)には IgE
陽性反応が認められたことより，それらのタンパク質はアレルゲンであると思
われる．しかし，農林 61 号 F3 画分には，60 kDa 以上の高分子側にタンパク質
バンドも認められず，また IgE 陽性反応も認められなかったことより 60 kDa
以上の高分子側にアレルゲンとなるタンパク質を含まないことが示唆された． 
農林 61号 F3画分の IgE陽性タンパク質(図 1-6，農林 61号 1～7)を LC-MS/MS
によって同定した結果，α(/β)-グリアジン，LMW-GS，γ-グリアジンが複数のバ
ンドから同定された(表 1-2)．また，農林 61 号に認められなかった 60 kDa 以上
の高分子側の IgE 陽性バンドを標準グリアジンから同定した(図 1-6，標準グリ
アジン 1～3)結果，ω-グリアジンではなく HMW-GS であった(表 1-2)． 
農林61号F3画分の IgE陽性反応バンドからα(/β)-グリアジン，γ-グリアジン，
LMW-GS が同定されたが，図 1-6 の F3 画分の 2，3 以外では，一つのバンドに
複数のタンパク質が含まれており，アレルゲンの同定が困難であった．そこで，
F3 画分タンパク質を 2D-PAGE で分離後，銀染色で確認したところ，15 のタン
パク質スポットが検出された(図 1-7A)．さらに 2D-PAGE から膜転写し，血清
プール（No.12，No.13）による IgE 膜免疫反応の陽性スポット(図 1-7B)と銀染
色スポット(図 1-7A)を比較した結果，7 スポット(図 1-7B)が一致した．本 7 ス
ポットは，農林 61 号における 13 名の患者の主要アレルゲン・タンパク質であ
ると推定し，LC-MS/MS によるタンパク質同定を行った．その結果，スポット
1 は分子量 44kDa の γ-グリアジン，スポット 2 は 44kDa の LMW-GS と同定さ
れた(図 1-7，表 1-3)．スポット 1 と 2 は，分子量から図 1-4 の膜免疫反応 43kDa
のアレルゲンと同一と推定した(図 1-4，図 1-7)．スポット 3 もスポット 1 と同
様に γ-グリアジンと同定され，図 1-4 の膜免疫反応での 39kDa バンドと同一の
アレルゲンと推定した(図 1-4，図 1-7)．スポット 4，6 は α-グリアジン，スポッ
ト 5 は α/β-グリアジン，スポット 7 は γ-グリアジンと同定された(図 1-7，表 3)．
従って，スポット 4～7 は，図 1-4 の膜免疫反応での 32～39kDa で陽性であった
アレルゲンに相当すると考えられた(図 1-4，図 1-7)．13 名の患者血清による IgE
反応結果からではあるが、農林 61 号の主要アレルゲンは α-グリアジン，α/β-
グリアジン，γ-グリアジン，LMW-GS であると考えられた．アレルゲン性が最
も高いと言われている ω-グリアジンは，アルコール可溶性画分から検出されて
いることが多いが，F3 画分（アルコール可溶性画分）の IgE 陽性タンパク質か
 15 
ら ω-グリアジンは検出されなかった．このことより，農林 61 号のアルコール
可溶性画分には，ω-グリアジンが含まれていないと考えられた． 
また，LMW-GS はアルコール不溶性のグルテニンタンパク質といわれている
が，エタノールに溶解する事も既に明らかであり 27)，さらに，Akagawa ら 28)
の報告においても，カナダ・ウェスタン・レッド・スプリングのアレルゲンと
して，γ-グリアジン，LMW-GS の存在が明らかとなっている．従って，スポッ




した．さらに WDEIA の主要アレルゲンである ω-グリアジン，HMW-GS は，農
















































 試料は第 1 章で農林 61 号全粒粉から分画した F3（エタノール可溶性）画分
を用いた． 
 
2.2.2 pH 処理がアレルゲン性に及ぼす影響 
F3 画分を pH2(6 mol/L 尿素を含む 50 mmol/L クエン酸緩衝液)，pH4(6 mol/L
尿素を含む 50 mmol/L 酢酸緩衝液)，pH7(6 mol/L 尿素を含む 50 mmol/L リン酸
緩衝液)，pH10(6 mol/L 尿素を含む 50 mmol/L炭酸緩衝液)の各緩衝液に溶解し，
24 時間反応させ各 pH が F3 画分の抗原性に及ぼす影響を検討した．抗原性は，
2µg/mL の抗グリアジン-モノクロナール抗体(抗グリアジン mAb，GL-8，和光
純薬工業株式会社)を一次抗体，抗マウス IgG-HRP を二次抗体として用いた膜
免疫反応と ELISA 法で定性定量した．膜免疫反応の基質反応は，1.2.5 に従っ
た．ELISA 法は，過酸化水素を含む 0.1% オルソフェニレンジアミン/クエン酸





pH2，pH4，pH7，pH10 の緩衝液に溶解した F3 画分を沸騰浴中で 0～60 分ま
で加熱し，加熱による抗原変動を 2µg/mL の抗グリアジン mAb による膜免疫反
応と ELISA 法で定性定量した．  
 
2.2.4 高温・高圧処理がアレルゲン性に及ぼす影響 
F3 画分を 6 mol/L 尿素で 100mg/mL に調製し，100μL を pH2，pH4，pH7，pH10
の緩衝液 1.9mL とそれぞれ混合し，オートクレーブ(121℃，1.1 気圧)で 15 分間
処理し，氷冷後，損失した液量を緩衝液で補充し，2µg/mL の抗グリアジン mAb
による膜免疫反応と ELISA 法で定性定量した． 
 
2.2.5 統計処理 
データは，平均値±標準偏差で表した. F3 画分と各 pH との間の統計学的分析は, 




2.3.1 pH 処理によるアレルゲン性への影響 
 pH7 緩衝液溶解の F3 画分を対照として pH2，pH4，pH10 の緩衝液中の F3 画
分をELISA法で定量比較した結果，pH2，pH10で有意な高値を示した (図2-1A)．
また，膜免疫反応でも pH7 より pH10 で陽性反応が高かった(図 2-1B)． 
 
2.3.2 熱処理によるアレルゲン性への影響 
 熱耐性については，pH10 のみ加熱時間とともに IgG 結合性が有意に低下し
た(図 2-2A)．しかし，膜反応では，いずれの pH でも加熱時間と伴に 32kDa〜
39kDa バンドの陽性反応が低下し，45kDa より高分子側バンドの陽性反応が高
くなった（図 2-2B）．  
 
2.3.3 高温高圧処理によるアレルゲン性への影響 
 pH2，pH4，pH7，pH10 の緩衝液中の F3 画分に対する高温・高圧処理では，









































図 2-1 F3 画分の抗原性に pH 処理が及ぼす影響 
A:  F3 画分を 6 mol/L 尿素を含む緩衝液で 10µg/ml に溶解し，24 時間
後に抗グリアジン mAb を用いた ELISA 法で抗原を定量し，pH 7
に対する相対値で示した． 
pH 7：50 mmol/L リン酸緩衝液, pH 2：50 mmol/L クエン酸-塩酸緩
衝液, pH 4：50 mmol/L 酢酸緩衝液, pH 10：50 mmol/L 炭酸緩衝液 
＊＊p < 0.01 (vs pH 7) , Mean ± SD, n＝3 


















































図 2-2  F3 画分の抗原性に熱処理が及ぼす影響 
A: F3 画分を 6 mol/L 尿素を含む緩衝液で 10µg/ml に溶解し，沸騰下で 0 ～60
分間処理後，抗グリアジン mAb を用いた ELISA 法で抗原を定量し，0 分に
対する相対値で示した． 
pH 2(○)：50 mmol/L クエン酸-塩酸緩衝液, pH 4(■)：50 mmol/L 酢酸緩衝液, pH 
7(□)：50 mmol/L リン酸緩衝液, pH 10 (▲)：50 mmol/L 炭酸緩衝液 
＊p < 0.05 (vs 0 分) , Mean ± SD, n＝3 
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図 2-3  F3 画分の抗原性に高温・高圧処理が及ぼす影響 
A: F 3 画分を 6 mol/L 尿素を含む緩衝液で 10µg/ml に溶解し，高温・高圧
下で 15 分間処理後，抗グリアジン mAb を用いた ELISA 法で抗原を定
量し，非処理 F3 に対する相対値で示した． 
pH 7：50 mmol/L リン酸緩衝液, pH 2：50 mmol/L クエン酸-塩酸緩衝液, 
pH 4：50 mmol/L 酢酸緩衝液, pH 10：50 mmol/L 炭酸緩衝液 
＊＊p < 0.01 (vs 非処理 F3) , Mean ± SD, n = 3 
B:膜免疫反応：F 3 画分を 6 mol/L 尿素を含む緩衝液で 10µg/ml に溶解し，


















本結果から，抗グリアジン mAb は，30〜45 kDa のグリアジンと 50 kDa より
高分子側のグルテニンにも陽性反応を示した．このことより本研究に用いた抗
グリアジン mAb は，グルテニンに対しても免疫交叉を行うものと考えられた． 













よび pH10 の加熱では，膜免疫反応の結果から低分子側の抗原性は Varjonen ら
の報告通り経分的に低下している．しかし，F3 画分では，すべての pH で加熱
時間の増加に伴い 50 kDa より高分子側の陽性反応は増加し，30〜45 kDa の反
















































第 3 章 微生物発酵による農林 61 号全粒粉のアレルゲン性低減 
 
3.1 はじめに 























日本の伝統的発酵食品に用いられる，麹，酵母，納豆菌から 10 菌株(表 4)を本
研究に用いた．発酵に用いた菌株は全て製品評価技術基盤機構(千葉県木更津
市)から入手し，Aspergillus oryzae を 3 種(NBRC4181「酒麹由来」発酵株：No.1，
NBRC4377「味噌麹由来」発酵株：No.2，NBRC100959「ソラマメ由来」発酵株：
No.3)，Aspergillus sojae を 2 種(NBRC4241「醤油麹由来」発酵株：No.4，NBRC5241
「味噌醸造由来」発酵株：No.5)，Saccharomyces pastorianus を 1 種(NBRC2003
「ビール酵母由来」発酵株：No.6)，Saccharomyces cerevisiae を 2 種(NBRC2044
「パン酵母由来」発酵株：No.7，NBRC2347「酒酵母由来」発酵株：No.8)， Bacillus 




 Aspergillus 培養の培地は，2.4 % Potato Dextrose Broth(Becton，Dickinson 製)を
pH 5.1 に調整した．復元は，25 ℃で 1 週間，静置培養を行った．Saccharomyses
培養の培地は，1 % Trypton(Becton，Dickinson 製)，0.2% Yeast extract(Becton，
Dickinson 製)，0.1 % MgSO4・7H2O(和光純薬)を加えて pH 7.0 に調整した．復元
は，24 ℃で 3 日間静置培養を行った．Bacillus 培養の培地は，1 % Glucose(ナカ
ライテスク)，0.5% Trypton，0.3 % Yeast extract，0.2 % Malt extract(Becton，




3.2.4 供試菌株による農林 61 号全粒粉の発酵 
 小麦全粒粉 1 g を 15 mL のチューブに移し，蒸留水 2 mL を加えたバッター







ミノ酸量から判断した．発酵バッターに 0.3 mol/L トリクロロ酢酸(TCA)を 8 mL
加えて発酵を停止した．TCA 溶液で遊離アミノ酸を十分に抽出し，遠心分離
発酵株 No. NBRC No. 由来 属・種 
至適生育
温度(℃) 
1 4181 酒麹 
Aspergillus oryzae 25 2 4377 味噌麹 
3 100959 ソラマメ 
4 4241 醤油麹 
Aspergillus sojae 25 
5 5241 味噌醸造 
6 2003 ビール酵母：ミュンヘン Saccharomyces pastorianus 24 
7 2044 パン酵母：Oriental 
Saccharomyces cerevisiae 28 
8 2347 酒酵母：協会 7 号 
9 13169 納豆 
Bacillus subtilis 30 
10 16449 納豆：千葉 





500µL を 0.1mol / L NaOH 500 µL で中和後，ニンヒドリン試薬 2mL を加えてよ




 発酵後のバッターに終濃度 70 %(v/v)となるようにエタノールを加えて 2時間
の抽出撹拌を行った後，遠心分離(1,500×g，15 分)し上清を得た．上清からエタ




3.2.7 発酵バッター抽出画分の SDS-PAGE 
発酵に伴うタンパク質の挙動を SDS-PAGE で確認した．SDS-PAGE は
Laemmli
14)の方法に従って，3%アクリルアミドゲルを濃縮ゲル，15%アクリル
アミドゲルを分離ゲルとし，15μg /Lane の量で CROSSPOWER 1000(ATTO)を用
いて 20mA /ゲルの通電で泳動した．泳動後は，0.25 % クーマシーブリリアン




 各菌株の 72 時間発酵バッター抽出画分と未発酵バッター抽出画分について，
キャピラリー電気泳動分析を行った．未発酵バッター抽出画分および各菌株 72
時間発酵バッター抽出画分を 20mg/mL の濃度で 6M 尿素に溶解し，キャピラリ
ー電気泳動試料とした．キャピラリー電気泳動の泳動装置は PA 800 plus(AB 

















16 女 11ヶ月 3 1015.9 
17 男 5歳6ヶ月 3 609.7 
18 男 1歳 2 307.9 





患者No. 性 年齢 
    小麦      
    RAST 
 RIST   
  (IU/ml)  




22 男 4歳 2 102.7 
 
3.2.10 IgE 膜免疫反応による発酵バッター抽出画分のアレルゲン性 
 アレルゲン性については，血清プール(表 3-2)を用いて，Towbin ら 15)の方法
に基づき Western Blotting と膜免疫反応によって確認した．即ち，7.5µg/Lane の
タンパク質を 3.2.6 に従って SDS-PAGE で分離した後， Power Station 
1000VC(ATTO)を用いて 100mA/ゲルの通電で 60 分間，ニトロセルロース膜
(PROTRAN BA85，Whatman)に転写した．次に，転写膜を TBS(0.15 mol/L 食塩
を含む pH7.5，50 mmol/L トリス緩衝液)で洗浄後，3%スキムミルクでブロッキ
ングし，さらに 0.05%Tween20 を含む TBS(TBS-T)で洗浄後，0.15 mol/L 食塩を
含む 10mmol/L リン酸緩衝液(PBS，pH7.2)で 5 倍に希釈した患者血清プール(一
次抗体)と室温で一晩反応した．一次抗体反応終了後，TBS-T で洗浄した後，二





Science Lab 2005 Multi Gauge Ver.3.0(富士写真フィルム株式会社)にて定量した． 
 
 
表 3-3 ドットブロットに用いた患者血清 
表 3-2 IgE 膜免疫反応に用いた患者血清 
 27 
3.2.11 HPLC による発酵バッター抽出画分の分離とアレルゲン性 
 発酵により膜免疫における陽性反応が減少したタンパク質を明らかにするた
め，発酵バッター抽出画分と未発酵バッター抽出画分を HPLC 分析で分離を行
った．分析試料は，6 mol/L 尿素で 5 mg/ml に調製して HPLC に供した． 
HPLCはWieser 46)らの方法に従って実施した．カラムは，CAPCELL PACK C18 
SG300(4.5×250 mm)(資生堂ケミカルファイン)を使用し，カラム温度は 40 ℃(カ
ラムオーブン：TOSOH CO-8020)，流速は 1 mL/min(Waters 510 HPLC Pump)，試
料注入量は 100 µL とした．ピーク検出は，280 nm (UV-8020 TOSOH)で行った．
移動相は，A 液として 0.1 %トリフルオロ酢酸(TFA)/H2O，B 液として 0.1%TFA/
アセトニトリルを用いた．グラジェントプログラムは，0 分では A:B=9:1 とし，
70 分で A:B=4:6，75 分で A:B=0:10 とし最後に B 液のみの状態を 5 分間維持し
た後，初期の条件に戻した． 
 未発酵バッター抽出画分と発酵バッター抽出画分の HPLC のピークを比較し
た．発酵バッター抽出画分の HPLC 分析で得た全てのピーク画分を分取した．
回収したピーク部からアセトニトリルおよび TFA を除去後，ドットブロット法
に基づいてニトロセルロース膜に 10µL 吸着させ，3.2.9 の方法と同様に患者血
清プール(表 3-3)を用いて HPLC の各ピークのアレルゲン性を確認した． 
 
3.2.12 LC-MS/MS によるアレルゲン成分の同定 
3.2.11 でアレルゲン性が認められたピーク画分をLC-MS/MSによって同定し
た．MS は Q-Exactive (Thermo Fisher Sientific)を用い，UPLC は Ultimate 300 Nano 
LC system (Thermo Fisher Sientific)，Column は ESI-column(0.100×50 mm，Nillyo 
Technos)を用いた．0.1%ギ酸を Solvent A，0.1%ギ酸を含むアセトニトリルを
Solvent B とし，流速は 500nL/ min とした．データベース検索は，検索ソフトに







って遊離アミノ酸が増加した．特に Bacillus subtilis の発酵株 No.9，発酵株 No.10








遊離アミノ酸量 (mg / g)* 
24h 48h 72h 
1 0.422 0.685 0.785 
2 0.329 0.544 1.067 
3 0.407 0.693 1.064 
4 0.172 0.431 0.959 
5 0.399 0.736 1.303 
6 0.351 0.444 0.755 
7 0.293 0.400 0.799 
8 0.324 0.512 1.064 
9 0.655 1.360 2.020 
10 0.729 1.078 1.947 
 
 























た．発酵バッター抽出画分に対する IgE 膜免疫反応は，Bacillus subtilis 発酵株
No.10 による 72 時間発酵で最も反応性が低下した．しかし，その他の菌株では
顕著な低下は認められなかった (図 3-3)． さらに，アレルゲン性が最も高い
35kDa の陽性部位を Science Lab 2005 Multi Gauge で定量した結果， Bacillus 
subtilis 発酵株 No.10 は，未発酵バッター抽出画分の発色量に比べ約 82%の減少

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.3.5 HPLC による発酵バッター抽出画分の分離とアレルゲン性 
 発酵によって変化したアレルゲン成分を検討するために未発酵バッター抽出
画分と発酵バッター抽出画分の HPLC を用いて分析・回収し，その後各ピーク
のアレルゲン性について検討した．未発酵バッター抽出画分の HPLC では，8 つ
ピーク画分が認められた（図 3-4A，P1~P8）．次に，Bacillus subtilis 発酵株 No.10
による 72 時間発酵バッター抽出画分では，P1 に対応する P1′画分が増加し，P2
～P8 に対応する P2′～P8′が顕著な減少が確認された (図 3-4B)．次に，未発酵バ
ッター抽出画分のP1～P8をそれぞれ分取し血清プールを用いたドットプロット
法による IgE 膜免疫反応を行った．その結果，P6～P8 に IgE 結合性が強く認め
られた(図 3-5) 
 
3.3.6 LC-MS/MS によるアレルゲン成分の同定 
 HPLC によって分離した P6～P8 の成分について LC-MS/MS で同定を行った．
P6 から γ-グリアジンが同定され，P7 及び P8 には，γ-グリアジンおよび低分子
量グルテニンサブユニット(LMW-GS)の 2 つの成分が共存していた(表 3-4)．従っ




  発色量(%)* 
  
発酵株 No. 未発酵 72時間発酵 
  
減少割合(%) 
1 100   81 19 
2 100   188 
 
- 
3 100    119 
 
- 
4 100    117 
 
- 
5 100     50 
 
50 
6 100     79 
 
21 
7 100     80 
 
20 
8 100    112 
 
- 
9 100     67 
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ピーク タンパク質 分子量(kDa) 構成比(%) 
P6 Gamma-gliadin (γ-gliadin) 37  85.6 
P7 Low molecular weight glutenin subunit (LMW-GS) 35  51.0 
  Gamma-gliadin 33  49.0 
P8 Low molecular weight glutenin subunit  45  53.4 
  Gamma-gliadin 38  46.6 
P1 P2 P3 P4 
P5 P6 P7 P8 
図 3-5 未発酵バッター抽出画分の HPLC ピークのドットブロット 
表 3-4 LC-MS/MS によるアレルゲンピークの同定 
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3.4 考察 








本研究で選択した 5 種 10 菌株の微生物は，麹(Aspergillus oryzae，Aspergillus 











豆の Bacillus subtilis による発酵での遊離アミノ酸量の増加が顕著であった．次い
で Aspergillus sojae 発酵で多かった(表 3-2)．Bacillus subtilis はプロテアーゼ生産




 発酵バッター抽出画分の SDS-PAGE では，どの菌株も発酵によりタンパク質
バンドの染色が低下していた(図 3-1)．特に，納豆(千葉)由来 Bacillus subtilis によ
る発酵で，30 kDa より高分子側のタンパク質の顕著な低下が認められた．同様
に，キャピラリー電気泳動分析でも，No.6，No.9，No.10 のタンパク質ピークの







subtilisによる 72時間発酵で IgE結合タンパク質が明らかに減少し(図 3-3)，35kDa
アレルゲンが未発酵バッター抽出画分に比し約 82%減少していた(表 3-3)．従っ
て，納豆(千葉)由来の Bacillus subtilis は，発酵中に産生したプロテアーゼにより
アレルゲン・タンパク質が分解され，アレルゲンの低減化をおこなったものと
考えられた．Kobayashi41)らの報告から，麹菌である Aspergillus oryzae，Aspergillus 
sojae を用いた発酵によっても小麦アレルゲンの低減化が期待された．しかし，




そこで納豆(千葉)由来 Bacillus subtilis 発酵によって減少したアレルゲン・タンパ
ク質を明らかにするため，未発酵バッター抽出画分と納豆(千葉)由来 Bacillus 




ゲン性の確認を行った．その結果，P6～P8 に IgE 結合性が確認された(図 3-5)．
従って，P6～P8 にアレルゲン・タンパク質が存在すると推察された．P6～P8 画
分を LC-MS/MS で分析した結果，P6 には γ-グリアジン，P7 と P8 には γ-グリア
ジンと LMW-GS の共存が認められた(表 3-4)．これらの γ-グリアジンと LMW-GS


















とが明らかにされている 62)．本研究に用いた発酵株 No.10 は γ-PGA 産生菌のな
かでも，特に γ-PGA の生成量の多い株であることが報告されている 63)ことから，
本菌株が十分に発酵した場合は，プロテアーゼや γ-PGA が生産されると考えら
れる．本研究における発酵株 No.10 は全粒粉バッターに対しても十分な発酵を
したことが認められた．その結果，2 種用いた納豆菌のうち，発酵株 No.10 によ
る発酵が，低アレルゲン化能が高かったと考えられる． 
以上より，農林 61 号全粒粉バッターに対する納豆(千葉)由来 Bacillus subtilis
による 72 時間発酵によって，主要アレルゲン・タンパク質の低分子化とアレル
ゲン低減化が認められた．煮大豆に用いられてきた納豆菌を小麦バッターに用



















































第 1 章では農林 61 号全粒粉の主要アレルゲンを検討した．すでに多くの報告
から 7)~13)小児に多い即時型アレルギーでは，塩可溶性画分，ω-5 グリアジン，
LMW-GS が主要アレルゲンとされている．また，パン職人喘息の主要アレルゲ








認められた HMW-GS は，農林 61 号の 70%エタノール可溶性画分には含まれて
 40 
いなかった．同様に，WDEIA の主要アレルゲンとされる ω-5 グリアジンも含ま
れていなかった．従って，農林 61 号は，アナフィラキシーを誘導するとされて











なかった．農林 61 号小麦全粒粉の F3 画分は，pH10 のみの加熱処理で僅かに低
減化を示したが，他の pH では加熱や高温・高圧処理にも抗原性には影響を示さ
























た．一方で，WDEIA の主要アレルゲンとされる ω-5 グリアジンや即時型小麦ア
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